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ABD-F  4-fluoro 7-sulfamoylbenzofurazan 
ADP  adenosine 5’-diphosphate 
Amp  ampicilin 
AMPPNP adenosine 5’- (beta, gamma-imino) triphosphate 
ATP  adenosine 5’-triphosphate 
ATPγS  adenosine 5’-O- (thiotriphosphate) 
BAP  ClpB-ClpA-P loop 
BSA  bovine serum albumin 
CBB  coomassie brilliant blue 
Clp  caseinolytic protease 
DEAE  diethyl-aminoethyl 
DTT  dithiothreitol 
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 
EMDB  electron microscopy data bank 
FITC  fluorescein-4-isothiocyanate 
G6P  glucose 6-phosphate 
G6PDH  glucose 6-phosphate dehydrogenase 
HPLC  high performance liquid chromatography 
Hsl  heat shock locus 
Hsp  heat shock protein 
IPM  isopropylmalate 
IPMDH  3-isopropylmalate dehydrogenase 
LB  lulia broth 
LDH  lactate dehydrogenase 
NAD+  (酸化型) nicotinamide adenine dinucleotide 
NADH  (還元型) nicotinamide adenine dinucleotide 
NADP+  (酸化型) nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NADPH (還元型) nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NBD  nucleotide binding domain 
Mant-ADP 2’ (3’)-O-N’-methylaniloyl aminoadenosine 5’-diphosphate 
MOPS  3-morpholinopropanesulfonic acid 
PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 
PCR  polymerase chain reaction 
PDB  protein data bank 
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PEP  phosphoenolpyruvic acid 
PK  pyruvate kinase 
p-NGP  p-nitrophenyl-α-d-glucopyranoside 
SBD  substrate binding domain 
SDS  sodium dodecylsulfate 
TB  terrific broth 
TCA  trichloroacetic acid 
TCEP  tris (2-carboxyethyl) phosphine 
TClpB  ClpB from Thermus thermophilus 
TClpP  ClpP from Thermus thermophilus 
TDnaJ  DnaJ from Thermus thermophilus 
TDnaK  DnaK from Thermus thermophilus 
TGrpE  GrpE from Thermus thermophilus 






 分子シャペロン ClpB は、別のシャペロンである DnaK、DnaJ、GrpE と協力して、
熱によって凝集したタンパク質をほぐし、活性のある立体構造へと戻すことができる。
この凝集体を解きほぐす過程を脱凝集という。ClpB は ATPases associated with 
diverse cellular activities (AAA+) タンパク質ファミリーに属しており、ATP 依存的に
6 量体のリング構造を形成して働く。ClpB のサブユニット 1 つは、N 末端ドメイン、2
つの ATP 加水分解ドメイン (AAA-1、AAA-2)、その間にあるミドルドメインの 4 つの
ドメインで構成されている。ClpB は 2 つの ATP 加水分解ドメインでの ATP の結合・





 ClpB の ATP 加水分解ドメインには、AAA+タンパク質ファミリーで高度に保存され
ているアルギニン（Arg）残基がある。この保存 Arg 残基は、隣接するサブユニットの
ATP 結合部位に近接しており、相互作用することで、隣のサブユニットでの反応や構
造変化に関与すると考えられる。ClpB の保存 Arg 残基をアラニン（Ala）残基に置換






フィド結合で隣接するサブユニット 2 つを連結した。この連結 2 量体の各サブユニット
は、Cys 残基の導入部位が異なるため、6 量体を形成すると、2 種のサブユニットが必
ず交互に並ぶことになる。このうち一方のサブユニットに、さらに別の変異を導入する
と、その変異が導入されたサブユニットが 1 つおきに並んだヘテロ 6 量体を作製するこ
とができる。これを利用して、ATP が結合できない変異、ATP を加水分解できない変
異、保存 Arg 残基変異を持つサブユニットが交互に並んだヘテロ 6 量体をそれぞれ作
製し、活性を調べた。その結果、ATP はサブユニットごとにランダムに結合するが、
その加水分解は AAA-1、AAA-2 リング内で協同的に起こることを見出した。さらに脱























シャペロンとして、GroEL や DnaK などが知られているが、どちらも一度凝集してし
まったタンパク質を、元の正常な立体構造に戻すことはできない [4]。しかし、分子シ





1-2. DnaK システムの機能 
 
 DnaK とそのホモログである Hsp70 は、原核生物から真核生物に至る多くの生物種
が保有する分子シャペロンである。DnaK は、ATP 加水分解活性を持つヌクレオチド
結合ドメイン (NBD) と、基質結合ドメイン (SBD) から成り、それらがリンカーでつ
ながった構造をしている (図 1-1) [12]。DnaK は ATP 結合状態で SBD が開いた状態に









それを DnaK に受け渡すと同時に、DnaK の ATP 加水分解を促進する。一方、GrpE
は DnaK に結合した ADP の解離を促進する [4]。また、DnaK システムは変性タンパ
ク質のフォールディングだけでなく、小さな凝集体の再生もできる。しかし、厳しいス
トレス条件下で形成された大きな凝集体の再生には、ClpB と DnaK システムの協力が




1-3. ClpB の構造と特徴 
 
 ClpB とそのホモログである Hsp104 は、原核生物から真核生物に広く保存されてい
る。ClpB は ATPases associated with diverse cellular activities (AAA+) タンパク質
ファミリーに属している [15]。AAA+タンパク質は、RecA 様のヌクレオチド結合ドメ
イン (ラージドメイン) と、その C 末端側の α-ヘリックスに富んだサブドメイン (スモ
ールドメイン) から構成される AAA+モジュール (ATP 加水分解ドメイン) を 1 つ、ま
たは 2 つ持つ。AAA+タンパク質の多くはリング状のオリゴマーを形成して機能する 
[16]。ClpB は塩濃度、ヌクレオチド結合状態、タンパク質濃度に依存して、6 量体の
リング構造を形成する (図 1-2.A) [17-23]。ClpB はこのリング中央に形成される半径
10 Å程度の孔に、凝集体からポリペプチド鎖を引き抜きながら通す (糸通し) ことで、
脱凝集すると考えられている (図 1-3) [14]。 
好熱菌 Thermus thermophilus 由来の ClpB (TClpB) では、すでに結晶構造が解か
れており、そのサブユニット 1つは、N末端ドメイン、2つの AAA+モジュール (AAA-1、
AAA-2)、その間にあるミドルドメインの 4つのドメインから構成される (図 1-2.B) [24]。
N 末端ドメインは、α-ヘリックスに富んだ可動性の高い球状のドメインで、基質タンパ
ク質との結合に重要である (図 1-2.B) [25, 26]。また、ミドルドメインは長さ 85 Åの
コイルドコイル構造から成る可動性の高いドメインで [24]、N 末端側半分を Wing-2、
C 末端側半分を Wing-1 と呼ぶ (図 1-2.B) [27]。AAA+モジュールには、Walker A 配列 
(GXXGXGKT：G はグリシン残基、K はリジン残基、T はスレオニン残基、X は任意の
アミノ酸残基) と Walker B 配列 (hhhhDE：D はアスパラギン酸残基、E はグルタミ
ン酸残基、h は疎水性アミノ酸残基) と呼ばれるモチーフと、アルギニン（Arg）フィ
ンガーと呼ばれる保存 Arg 残基が 1 つ、または 2 つある (図 1-4) [15, 24, 28]。2 つあ
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る場合は、N 末端側からそれぞれポジション 2 (P2)、ポジション 1 (P1) と呼ばれてい
る [28]。Walker A 配列は ATP などのヌクレオチドの結合に、Walker B 配列は ATP
の加水分解に重要な配列であることが知られている [29]。一方、保存 Arg 残基は、隣
接するサブユニットに結合した ATP の γ位のリン酸基と相互作用し、その ATP 加水分
解中の遷移状態を安定化することで、ATP 加水分解を触媒していることが知られてい
る [28, 30]。 
 
 
1-4. ClpB の変異体 BAP 
 
 AAA+タンパク質ファミリーに属し、ClpB と良く似た立体構造の ClpA は、IGF モ
チーフと呼ばれるループ部分で、プロテアーゼ活性を有する ClpP と結合し、ClpAP 複
合体を形成する [31]。ClpA は、不完全な mRNA を基に合成されたタンパク質に付加
される ssrA タグと呼ばれるアミノ酸配列を認識して、糸通しし、ClpP に送り込むこと
















 まず、AAA+タンパク質ファミリーで高度に保存されている Arg 残基の機能解析を行
った。この保存 Arg 残基は、隣接するサブユニットの ATP 結合ポケットに近接してい
るため (図 1-4)、サブユニット間の相互作用に関与すると考えられる。ClpB は保存 Arg
残基を AAA-1 に 2 つ、AAA-2 に 1 つ持つ。これまでの大腸菌 ClpB を用いた研究から、
AAA-1 の保存 Arg 残基（ポジション 1）変異体は脱凝集活性の低下と 6 量体構造の不
安定化が、AAA-2 の保存 Arg 残基変異体は脱凝集活性と ATP 加水分解活性が低下する
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ことが知られている [17]。しかし、AAA-1 のポジション 2 の保存 Arg 残基の役割や、
それぞれの AAA+モジュールにおける個々の保存 Arg 残基の詳細な役割は分かってい
ない。また、ClpB 以外の AAA+タンパク質においても、ポジション 1 と 2 の機能上の
違いについてはほとんど報告されていない。そこで、3 つの保存 Arg 残基をアラニン
（Ala）残基に置換した変異体をそれぞれ作製し、その変異体の各種活性を測定するこ





かし、2 種の ClpB を混合した溶液中で形成されるヘテロ 6 量体には、様々な状態のも
のが存在している。例えば、野生型と変異体を 1:1 で混合した場合、6 量体中に変異サ
ブユニットを 3 つ含んだものや 4 つ含んだもの、あるいは全く含まないものなど様々で
ある。さらにはヘテロ 6 量体中の 2 種のサブユニットの配置も多様であり、それぞれの
活性も異なると考えられる。このように、溶液中にホモ 6 量体や、不均一なヘテロ 6
量体を含んだ状態では、結果の解釈が非常に困難である。そこで、このような不都合を
解消するために、サブユニット界面にシステイン（Cys）残基を導入した 2 種の ClpB
サブユニットをジスルフィド結合でつなぎ、連結 2 量体を作製することを考えた。連結
2 量体はそれ自身が 3 つ集まることで、6 量体を形成すると思われるが、その際、異な
る 2 種の連結変異体が交互に並ぶことになる (図 1-5)。ここでさらに、一方のサブユニ
ットに別の変異を導入すると、その変異が導入されたサブユニットが 1 つおきに並んだ
ヘテロ 6 量体を作製することができる。また、2 種の連結変異体に異なる変異を導入す




合わせが決まれば、そこにヌクレオチドの結合を阻害する Walker A 変異を組み合わせ
る。このヘテロ 6 量体へのヌクレオチドの結合能を調べることで、ヌクレオチドの結合
にサブユニット間で協同性があるのかを明らかにする。同様に、連結変異体に Walker B




















図 1-1. 大腸菌由来 DnaK の立体構造 
 (A) は ATP 結合状態 (PDB : 4B9Q) [39]、(B) は ADP 結合状態 (PDB : 2KHO) [40]
の立体構造モデル。NBD を青で、SBD を緑で示した。  














図 1-2. TClpB の立体構造 
 A) 透過型電子顕微鏡像の 3 次元再構成によって作成された 6 量体の立体構造モデル 
(EMDB : 1244) [41]。B) 単量体の立体構造モデル (PDB : 1QVR) [24]。N 末端ドメイ
ンを緑、AAA-1 ラージドメインを青、AAA-1 スモールドメインをシアン、ミドルドメ











図 1-3. ClpB の脱凝集モデル 






A  AAA-1 
B  AAA-2 
図 1-4. TClpB 6 量体のサブユニット界面 
 A) AAA-1 のサブユニット界面の構造。隣接する 2 つのサブユニットを青とシアン
で示し、Walker A 配列の K204 と T205 を橙、Walker B 配列の E271 を赤、保存
Arg 残基の R322 (P2) と R323 (P1) をそれぞれ黄とマゼンタで示した。B) AAA-2
のサブユニット界面の構造。隣接する 2 つのサブユニットを赤とピンクで示し、
Walker A 配列の K601 と T602 をシアン、Walker B 配列の E668 を青、保存 Arg















図 1-5. TClpB 連結 2 量体の概念 
 TClpB が 6 量体を形成した際に、サブユニット界面で互いに近接するような部位
に Cys 残基を導入した変異体をそれぞれ作製し、橙と青で示した。これらの変異体
間でジスルフィド結合を特異的に形成させ、連結 2 量体とする。連結 2 量体が 3 つ
集まって 6 量体を形成すると、これら 2 種のサブユニットが交互に並ぶことになる。
連結 2 量体の一方、または両サブユニットに、連結変異以外の変異をさらに組み合




2-1. プラスミド DNA の作製 
 
 TClpB 発現用プラスミドの作製を次の操作で行った。まず、pET21c ベクター 
(Novagen) のマルチクローニングサイトに、TClpB 遺伝子が導入されたプラスミドで
ある pET21c-TClpB (N6S0)、またはその変異導入プラスミドをテンプレートとして、
表 2-1 に示すプライマー、Ex taq DNA ポリメラーゼ (TAKARA) を用いて、2 段階の
PCR 反応 (オーバーラップ伸長 PCR) を行った (図 2-1) [42, 43]。作製するプラスミド
に対応したテンプレートとプライマーの組み合わせを表 2-2 に示す。PCR 反応溶液を
アガロースゲルで電気泳動し、目的長の DNA 断片を切り出し、GFX PCR DNA and Gel 
Band Purification Kit (GE Healthcare) を用いて精製した。得られた PCR 産物を制限
酵素で切断し、その制限酵素反応溶液をアガロースゲルで電気泳動することで、変異配
列を含む DNA 断片のみを GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit を用いて精
製した。ベクターとなる DNA 断片も同様の方法で処理し、DNA リガーゼを用いてそ
れらの断片をライゲーションし、大腸菌 JM109 を形質転換した。作製するプラスミド
に対応した DNA 断片の組み合わせを表 2-3 に示す。形質転換した JM109 を、50 µg･
mL－1のAmpを含むLBプレート培地 (1 Lあたり、5 g Bacto Yeast Extract、10 g Bacto 
tryptone、10 g NaCl、15 g Agar) に塗布し、37°C で 16~18 時間培養した。形成され
たコロニーを、50 µg･mL－1の Ampを含む 3 mLの LB液体培地 (1 Lあたり、5 g Bacto 
Yeast Extract、10 g Bacto tryptone、10 g NaCl) で、37°C、160 rpm で 16~18 時間
振とう培養した。培養した菌体を 16,400 g で 1 分間遠心することで回収し、AccuPrep 
Plasmid Mini Extraction Kit (BIONEER) を用いてプラスミドを抽出・精製した。プ






作製したものを用いた。また、pET21c-TClpB (N6S0) に R576C、A821C 変異を導入
したプラスミドは当研究室の中村が、 Q184C-1KT/AA 、 Q184C-2KT/AA 、
Q184C-1KT/AA-2KT/AA 、 Q184C-1E/Q 、 Q184C-2E/Q 、 Q184C-1E/Q-2E/Q 、
Q184C-1R/A 、 Q184C-2R/A 、 A390C-1KT/AA 、 A390C-2KT/AA 、







 タンパク質発現用プラスミドで形質転換した大腸菌 BL21 (DE3)を、LB + Amp プレ
ート培地に塗布し、37°C で 16~18 時間培養した。形成されたコロニーを、50        
µg･mL－1の Amp を含む 500 mL の TB 培地 (1 L あたり、24 g Bacto Yeast Extract、
12 g Bacto tryptone、4 mL グリセロール、178 mM リン酸カリウム, pH 7.2) で、37°C、
120 rpm で 16~18 時間振とう培養した。培養した菌体を 6,797 g で 5 分間遠心するこ
とで回収し、約 25 mL の菌体回収バッファー (10 mM Tris-HCl, pH 7.5、150 mM 
NaCl) で懸濁し、さらに 7,900 g、10 分間の遠心で菌体を回収した。菌体の収量は 9~15 





 TClpB の各変異タンパク質を発現した菌体を、25 mL の Buffer B (25 mM Tris-HCl, 
pH 7.5、1 mM EDTA) に懸濁した。その懸濁液を氷冷しながら超音波破砕機
SONIFIER 250 (BRANSON) を用いて、output 6、duty cycle 20、 2 分間、細胞を破
砕した。細胞破砕液を 80°C、30 分間熱処理することで夾雑タンパク質の多くを凝集さ
せ、9,700 g、4°C、30 分間遠心した。遠心上清を 0.22 µm のフィルターで滅菌し、Buffer 
B を加えて 50 mL にしたものを、Buffer B で平衡化した DEAE-Toyopearl カラム 
(Tosoh) 約 10 mL にアプライした。15 mL の Buffer B で DEAE-Toyopearl カラムに
吸着しない夾雑タンパク質を洗い流した後、25 mL の 100 mM 塩化ナトリウムを含む
Buffer B で目的タンパク質を溶出させ、分取した。目的タンパク質を含む画分に硫酸
アンモニウムを 10%になるように加え、同じ濃度の硫酸アンモニウムを含む Buffer B
で平衡化したButyl-toyopearlカラム (Tosoh) 約 5 mLにアプライした。15 mLの 3.3% 
硫酸アンモニウムを含む Buffer B で夾雑タンパク質を取り除いた後、10 mL の Buffer 
B で目的タンパク質を溶出させ、1 mL ずつ分取した。Cys 残基を持つ変異体 (Q184C、
R189C、Y348C、H351C、A390C、A419C、R568C、D572C、R576C、L581C、R776C、
E779C、A821C、Q822C) に関しては、ここまでの作業を全て 1 mM DTT 存在下で行
った。各精製画分を SDS-PAGE にかけ、目的のタンパク質を含む画分を、PD10 ゲル
ろ過カラム (GE Healthcare) を用いて、BAP は 50 mM MOPS-NaOH, pH 7.5、その
他の TClpB 変異体は r.b. (50 mM MOPS-NaOH, pH 7.5、150 mM KCl、5 mM MgCl2) 
に置換した。ただし、Q184C、R189C、Y348C、H351C、A390C は、5 mM TCEP ま
たは 1 mM DTT を含むバッファー (r.b.または 50 mM MOPS-NaOH, pH 7.5) に置換
した。得られたタンパク質を液体窒素で凍結し、－80°C で保存した。なお、TDnaK [44]、 









 タンパク質の濃度は、ブラッドフォード法を用いて求めた。2.0 mg･mL－1 の BSA 
(Sigma) を用いて 0.0~0.5 mg･mL－1の 2 倍希釈系列を調製した。5 倍希釈した Brad 
Ford Protein Assay (Bio Rad) 溶液 500 µL に、2 倍希釈系列の BSA 溶液 5 µL をそれ
ぞれ添加し、室温で10分間インキュベートした。マイクロプレートリーダー Model 550 
(Bio Rad) で 595 nm の吸光度を測定し、線形近似することで検量線を作成した。精製
したタンパク質を 0.20~0.25 mg･mL－1になるように希釈し、5 倍希釈した Brad Ford 
Protein Assay 溶液 500 µL に、希釈液 5 µL を添加し、室温で 10 分間インキュベート
した。595 nm の吸光度を測定し、BSA の検量線から、精製したタンパク質の濃度を計
算した。モル濃度は、TDnaK、TDnaJ、FITC-α-カゼイン、G6PDH、α-グルコシダー






 1 µM TClpB を含む r.b.を、55°C で 10 分間、セル内でインキュベートし、励起光 360 
nm で、400~500 nm の蛍光スペクトルを、蛍光分光光度計 FP-6500 (JASCO) で測定
した。その後、Mant-ADP (Life Technologies) を一定量加え、55°C で 1 分間インキュ
ベートし、同条件で蛍光を測定した。この操作を、溶液中の Mant-ADP 濃度が 25 µM
になるまで繰り返し行った。コントロールとして、TClpB を含まない r.b.についても同
様に蛍光スペクトルを測定した。TClpB 存在下での 440 nm の蛍光強度から、TClpB
非存在下での蛍光強度を差し引いた値を Mant-ADP の濃度に対してプロットした。
TClpB 単量体に対する Mant-ADP の解離定数 Kdは、TClpB 単量体と Mant-ADP が
1:1 で結合するモデルを用いて、以下の式から算出した。TClpB と Mant-ADP が式(1)
のような平衡状態にあるとき、Kdは式(2)のように表せる。 
 
       (1) 
 









[E]は非結合状態の TClpB 濃度、[F]は非結合状態の Mant-ADP 濃度、[EF]は結合状態
の TClpB-Mant-ADP 濃度を表す。このとき、反応溶液中の TClpB と Mant-ADP の全
濃度[E0]と[F0]は、それぞれ以下の式(3)と式(4)で表すことができる。 
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          (10) 
 

































クレオチド結合可能な TClpB 単量体に対する Mant-ADP の Kdを求めた。 
 1 µM TClpB と指定の濃度の Mant-ADP (野生型、及び 1KT/AA 変異体は 12.5 µM、
2KT/AA変異体は 35 µM) を含む r.b.を、55°Cで 10 分間、セル内でインキュベートし、
励起光 360 nm で、400~500 nm の蛍光スペクトルを測定した。その後、Mg-ADP、ま
たは Mg-ATP を一定量加えて、55°C で 1 分間インキュベートし、蛍光スペクトルを測
定する操作を繰り返し行った。440 nm の蛍光強度を、Mg-ADP、または Mg-ATP の濃
度に対してプロットした。TClpB 単量体に対する ADP、または ATPの解離定数 Kdは、
ADP、または ATP が Mant-ADP と競争的に結合するモデルを用いて、以下の式から
算出した。TClpB と Mant-ADP が式(1)のような平衡状態にあるとき、TClpB 単量体
に対する Mant-ADP の解離定数 Kd1は式(12)のように表せる。また、TClpB と ADP、
または ATP が式(13)のような平衡状態にあるとき、TClpB 単量体に対する ADP また
は ATP の解離定数 Kd2は式(14)のように表せる。 
 
 
          (12) 
 
       (13) 
 
 
          (14) 
 
 
[E]は非結合状態の TClpB 濃度、[F]は非結合状態の Mant-ADP 濃度、[EF]は結合状態
の TClpB-Mant-ADP 濃度、[S]は非結合状態の ADP または ATP 濃度、[ES]は結合状
































反応溶液中の TClpB の全濃度[E0]、Mant-ADP の全濃度[F0]、ADP または ATP の全濃
度[S0]は、それぞれ以下の式(17~19)で表すことができる。 
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  (26) 
 
 
440 nm の蛍光強度 FL は、反応溶液中の Mant-ADP の濃度と、結合状態の
TClpB-Mant-ADP の濃度に依存するため、 
 
       (27) 
 
と表すことができる。このとき、C1と C2は定数で、それぞれ反応溶液中の Mant-ADP








クレオチド結合可能な TClpB 単量体に対する ADP、または ATP の Kdを求めた。 
 
 
2-6. ATP 加水分解活性の測定 
 
 反応溶液 (50 mM MOPS-NaOH, pH7.5、150 mM KCl、5 mM MgCl2、2.5 mM PEP、
0.2 mM NADH、50 µg･mL－1 PK (ウサギ筋肉由来：Roche)、50 µg･mL－1 LDH (ウサ
ギ筋肉由来：Roche)) をセル内で 55°C、2分間インキュベートした後、NADHの 340 nm
の吸光度の時間変化を、分光光度計 V-650 (JASCO) で測定した。測定開始後、順次 ATP
を 3 mM、TClpB を 0.05 µM、または 0.25 µM 添加し、反応を開始した。また、必要
があれば、TClpB の基質で、変性モデルタンパク質である κ-カゼインを 0.1 mg･mL－1
加え、測定を続けた。TClpB 単量体による ATP 加水分解のターンオーバー数は、NADH
の 340 nm の吸光度変化と、NADH の分子吸光係数 (ε340 = 6220 M－1･cm－1) から求め















































 反応溶液 (50 mM MOPS-NaOH, pH7.5、150 mM KCl、5 mM MgCl2、3 mM ATP、
0.5 µM TClpP、3 µM FITC-α-カゼイン) をセル内で 55°C、2 分間インキュベートし、
FITCの490 nmの励起光による520 nmの蛍光の時間変化を、蛍光分光光度計FP-6500
で測定した。FITC-α-カゼインは、当研究室の中﨑が調製し、ラベル率が約 186%のも
のを使用した [47]。測定開始後、BAP を 0.05 µM 添加することで反応を開始させ、そ
の後 30 分間測定を続けた。反応開始 30 分後の反応溶液に、10% (v/v) となるように
TCA を加えて攪拌し、10 分間氷冷した後、21,900 g で 10 分間遠心することで、溶液
中のタンパク質を沈殿させた。得られた沈殿を SDS-PAGE  (14%ポリアクリルアミド
ゲル) にかけて、CBB で染色した。残存する FITC-α-カゼインのバンドを、Molecular 
Imager FX (Bio Rad) を用いて定量した。電気泳動図から見積もられた FITC-α-カゼイ
ンの分解量に対して、反応終了時の蛍光強度の上昇量をプロットし、線形回帰すること
で、蛍光強度と分解量の関係式を求め、検量線とした。検量線と反応開始 2~3 分の蛍
光変化から、BAP 6 量体による FITC-α-カゼイン分解のターンオーバー数を算出した。 
 
 
2-8. G6PDH を用いた TClpB の脱凝集活性の測定 
 
 r.b.中に 0.2 µM G6PDH、3 mM ATP、必要に応じて 1 mM DTT を含む反応溶液を、
72°Cで 8分間熱処理することで、G6PDHを変性・凝集させた。その後、TDnaK、TDnaJ、
TGrpE、TClpB あるいはその変異体を、それぞれ 0.6 µM、0.2 µM、0.1 µM、0.05 µM
加え、55°C で 90 分間インキュベートした。熱処理前、熱処理後、55°C インキュベー
ト後の G6PDH の酵素活性を測定し、酵素活性が熱処理前の何%回復するかを求めた。
G6PDH の酵素活性は、55°C の活性測定溶液 (100 mM Tris-HCl, pH 8.8、40 mM 
MgCl2、1 mM NADP+、3 mM G6P) 1200 µL に、反応溶液 10 µL を加え (最終濃度 1.67 




2-9. α-グルコシダーゼを用いた TClpB の脱凝集活性の測定 
 
r.b.中に 0.2 µM α-グルコシダーゼ、3 mM ATP、必要に応じて 1 mM DTT または 5 
mM TCEP を含む反応溶液を、73°C で 10 分間熱処理することで、α-グルコシダーゼを
変性・凝集させた。その後、TDnaK、TDnaJ、TGrpE、TClpB あるいはその変異体を、





55°Cの活性測定溶液 (50 mM リン酸ナトリウム, pH 6.8、10 mM p-NGP) 600 µLに、
反応溶液 10 µL を加え (最終濃度 3.33 nM α-グルコシダーゼ)、生成される p-ニトロフ
ェノールの 405 nm の吸光度を、分光光度計 V-650 を用いて測定することで求めた。 
 
 
2-10. TClpB のゲルろ過分析 
 
1 mg･mL－1の TClpB を含む試料溶液 (50 mM MOPS-NaOH, pH 7.5、150~800 mM 
KCl、5 mM MgCl2、2 mM ATP) を、55°C で 1 分間インキュベートした後、21,900 g
で 1 分間遠心した。100 µL の上清を、試料溶液と同じ組成のランニングバッファーで
平衡化した HPLC ゲルろ過カラム TSK G3000SWXL (Tosoh) にアプライした。ゲルろ




2-11. TClpB 変異体の ABD-F ラベル 
 
 4 mg･mL－1 TClpB を含む溶液 (50 mM MOPS-NaOH, pH 7.5、150 mM KCl、5 mM 
MgCl2、5 mM TCEP) に、ABD-F を 1 mM 加え、55°C で 2 時間インキュベートした。
未反応の ABD-F を、HPLC ゲルろ過カラム TSK G3000SWXL にアプライすることで
取り除いた。384 nm の吸光度と、ABD-F の分子吸光係数 (ε384 = 7800 M－1･cm－1)か
ら、溶液中の ABD-F の濃度を求めた。また、ブラッドフォード法により TClpB の濃





 ABD-F でラベルされた 0.1 mg･mL－1の TClpB を含む溶液 (50 mM MOPS-NaOH, 
pH 7.5、150 または 300 mM KCl、5 mM MgCl2 ) をセル内で 55°C、2 分間インキュ
ベートした後、390 nm の励起光による 400~600 nm の蛍光スペクトルを、蛍光分光光
度計 FP-6500 で測定した。その後、ATP、ADP、または ATPγS を 3 mM になるよう





2-13. TClpB 連結 2 量体の作製 
 
 2 種類の TClpB 連結変異体を等モル含む反応溶液 (50 mM MOPS-NaOH, pH 7.5、
150 mM KCl、5 mM MgCl2) に、3 mM ATP 存在下・非存在下で CuCl2を 50 µM 加
え、55°C で 60 分間インキュベートした。反応溶液中の CuCl2を、Zeba Desalt Spin 
Columns (Thermo Fisher Scientific)、NAP5 ゲルろ過カラム (GE Healthcare)、また
は PD10 ゲルろ過カラムを用いて取り除き、2-メルカプトエタノール非存在下で
SDS-PAGE にかけて (6%ポリアクリルアミドゲル)、CBB で染色した。TClpB 連結 2
量体と、未反応の単量体 TClpB のバンドを、Molecular Imager FX を用いて定量し、
TClpB 連結 2 量体の形成効率を算出した。形成効率が 90%に満たないものは、50 mM 
MOPS-NaOH, pH 7.5、500 mM KCl、5 mM MgCl2、2 mM ADP のランニングバッフ
ァーで平衡化した HPLC ゲルろ過カラム TSK G3000SWXL にアプライすることで、
連結2量体を精製し、その純度を90%以上にした。その後、Zeba Desalt Spin Columns、
NAP5 ゲルろ過カラム、または PD10 ゲルろ過カラムを用いて、TClpB 連結 2 量体の
バッファーを r.b.、または 50 mM MOPS-NaOH, pH 7.5 に置換した。 
 
 
2-14. IPMDH を用いた TClpB の脱凝集活性の測定 
 
r.b.中に 0.2 µM IPMDH、3 mM ATP、必要に応じて 5 mM TCEPを含む反応溶液を、
89°C で 30 分間熱処理することで、IPMDH を変性・凝集させた。その後、TDnaK、
TDnaJ、TGrpE、TClpB あるいはその変異体を、それぞれ 0.6 µM、0.2 µM、0.1 µM、
0.05 µM 加え、55°C で 90 分間インキュベートした。熱処理前、熱処理後、55°C イン
キュベート後の IPMDH の酵素活性を測定し、酵素活性が熱処理前の何%回復するかを
求めた。IPMDH の酵素活性は、55°C の活性測定溶液 (120 mM リン酸カリウム, pH 
7.8、1.2 M KCl、1.2 mM MgCl2、0.96 mM NAD+、0.48 mM IPM) 600 µL に、反応
溶液 100 µL を加え (最終濃度 28.6 nM IPMDH)、生成される NADH の 340 nm の吸










表 2-1. 使用プライマー 
  


































表 2-2. 使用プライマーの組み合わせ  
Plasmid PCR Forward primer Reverse primer Template
T ClpB_R323A_f T ClpB_r1.5
T ClpB_f1 T ClpB_R323A_r
2nd T ClpB_f1 T ClpB_r1.5 1st PCR産物
T ClpB_R322A_f T ClpB_r1.5
T ClpB_f1 T ClpB_R322A_r
2nd T ClpB_f1 T ClpB_r1.5 1st PCR産物
T ClpB_R747A_f T ClpB_r0
T ClpB_f4.7 T ClpB_R747A_r
2nd T ClpB_f4.7 T ClpB_r0 1st PCR産物
T ClpB_R747A_f T ClpB_r0
T ClpB_f4.7 T ClpB_R747A_r
2nd T ClpB_f4.7 T ClpB_r0 1st PCR産物
T ClpB_2KT/AA_f T ClpB_r0
T ClpB_f3.8 T ClpB_2KT/AA_r
2nd T ClpB_f3.8 T ClpB_r0 1st PCR産物
T ClpB_2E/Q_f T ClpB_r0
T ClpB_f3.8 T ClpB_2E/Q_r
2nd T ClpB_f3.8 T ClpB_r0 1st PCR産物
T ClpB_R747A_f T ClpB_r0
T ClpB_f4.7 T ClpB_R747A_r
2nd T ClpB_f4.7 T ClpB_r0 1st PCR産物
T ClpB_Q184C_f T ClpB_r1.5
T ClpB_f1 T ClpB_Q184C_r
2nd T ClpB_f4.7 T ClpB_r0 1st PCR産物
T ClpB_R189C_f T ClpB_r2.5
T ClpB_T7F24 T ClpB_R189C_r
2nd T ClpB_T7F24 T ClpB_r2.5 1st PCR産物
T ClpB_Y348C_f T ClpB_r1.5
T ClpB_f2.5 T ClpB_Y348C_r
2nd T ClpB_f2.5 T ClpB_r1.5 1st PCR産物
T ClpB_H351C_f T ClpB_r1.5
T ClpB_f2.5 T ClpB_H351C_r
2nd T ClpB_f2.5 T ClpB_r1.5 1st PCR産物
T ClpB_A390C_f T ClpB_r1.5
T ClpB_f2.5 T ClpB_A390C_r
2nd T ClpB_f2.5 T ClpB_r1.5 1st PCR産物
pET21c-T ClpB (N6S0)
1st pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C
pET21c-T ClpB (N6S0)
1st pET21c-T ClpB (N6S0)
1st pET21c-BAP (N6S0)
1st
1st pET21c-T ClpB (N6S0)
pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C-2R/A
1st
pET21c-T ClpB (N6S0)-1R/A (P1)






1st pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C
pET21c-T ClpB (N6S0)-Q184C
1st
1st pET21c-T ClpB (N6S0)-A821C
pET21c-T ClpB (N6S0)
pET21c-T ClpB (N6S0)-A390C
1st pET21c-T ClpB (N6S0)
pET21c-T ClpB (N6S0)
pET21c-T ClpB (N6S0)-R189C














表 2-3. 制限酵素処理の組み合わせ    
Plasmid Insert Vector 制限酵素
pET21c-T ClpB (N6S0)-1R/A (P1)
pET21c-T ClpB (N6S0)-1R/A (P2)
pET21c-T ClpB (N6S0)-Q184C
pET21c-T ClpB (N6S0)-1R/A (P1)-2KT/AA pET21c-T ClpB (N6S0)-1R/A (P1) pET21c-T ClpB (N6S0)-2KT/AA
pET21c-T ClpB (N6S0)-2R/A
pET21c-T ClpB (N6S0)-A821C-2R/A
pET21c-BAP (N6S0)-2R/A 2nd PCR産物
pET21c-BAP (N6S0)-1R/A (P1) pET21c-T ClpB (N6S0)-1R/A (P1)
pET21c-BAP (N6S0)-1R/A (P2) pET21c-T ClpB (N6S0)-1R/A (P2)
pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C-2KT/AA
pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C-2E/Q
pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C-A419C pET21c-T ClpB (N6S0)-A419C
pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C-1KT/AA pET21c-T ClpB (N6S0)-1KT/AA




pET21c-T ClpB (N6S0)-1R/A (P2)-2KT/AA pET21c-T ClpB (N6S0)-1R/A (P2) pET21c-T ClpB (N6S0)-2KT/AA
pET21c-T ClpB (N6S0)-1KT/AA-2R/A pET21c-T ClpB (N6S0)-1KT/AA pET21c-T ClpB (N6S0)-2R/A
pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C-1R/A pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C
pET21c-T ClpB (N6S0)-A821C-1R/A pET21c-T ClpB (N6S0)-A821C
pET21c-TClpB (N6S0)-R576C-1E/Q-2E/Q pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C-2E/Q
pET21c-TClpB (N6S0)-A821C-1E/Q-2E/Q pET21c-T ClpB (N6S0)-A821C-2E/Q
pET21c-T ClpB (N6S0)-A821C-1KT/AA pET21c-T ClpB (N6S0)-1KT/AA
pET21c-T ClpB (N6S0)-A821C-2KT/AA pET21c-T ClpB (N6S0)-2KT/AA
pET21c-T ClpB (N6S0)-A821C-1E/Q pET21c-T ClpB (N6S0)-1E/Q






























































pET21c-T ClpB (N6S0)-1R/A (P2)-A419C pET21c-T ClpB (N6S0)-A419C
pET21c-T ClpB (N6S0)
pET21c-T ClpB (N6S0) EcoT22I
csp45I







pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C-2R/A pET21c-T ClpB (N6S0)-R576C pET21c-T ClpB (N6S0)-2R/A
csp45I
AatII





図 2-1. オーバーラップ伸長 PCR 法 
 フォワードプライマー、リバース変異導入プライマー、鋳型 DNA を組み合わせ
て、変異導入部分の 5’末端側の配列を、もう一方はリバースプライマー、フォワー
ド変異導入プライマー、鋳型 DNA を組み合わせて、変異導入部分の 3’末端側の配
列を増幅する (1st PCR)。2 つの 1st PCR 産物を混合した後、1st PCR で使用した
フォワードプライマーとリバースプライマーを使って、全長の変異導入 DNA 断片




図 2-2. ATP 加水分解活性の測定 
 PK と LDH によって、TClpB が加水分解した ATP を再生する反応と、NADH の





3-1. TClpB 保存 Arg 残基変異体の解析 (副論文 I)  
3-1-1. ヌクレオチド結合能 
 
 TClpB の保存 Arg 残基 (R322、R323、R747) は、隣接したサブユニットに結合し
たヌクレオチドの近傍に位置しているため、その結合に重要である可能性が考えられた。
そこで、保存 Arg 残基を Ala 残基に置換した変異体である R322A (1R/A、P2) 、R323A 
(1R/A、P1) 、R747A (2R/A) をそれぞれ作製した。AAA-1 の Walker A 変異体
K204A/T205A (1KT/AA) とAAA-2のWalker A変異体K601A/T602A (2KT/AA) では、
それぞれ変異を導入した AAA+モジュールへのヌクレオチドの結合が完全に阻害され
る [22]。そこで、保存 Arg 残基変異体の変異を導入していない方の AAA+モジュール
に、Walker A 変異を組み合わせた変異体である 1R/A (P1)-2KT/AA、1R/A (P2)-2KT/AA、




類似体である Mant-ADP を用いた。Mant-ADP は TClpB に結合すると、蛍光強度が
増大するため、Mant-ADP 濃度に対する蛍光強度の上昇の飽和曲線を描くことで、
TClpB と Mant-ADP の解離定数 Kd を算出することができる。野生型 TClpB に
Mant-ADPを添加すると、有意な蛍光強度の増大が見られ、Mant-ADPのKdは1.00 µM
と算出された (図 3-1.A、表 3-1)。1KT/AA、2KT/AA、1R/A (P1)-2KT/AA、1R/A 
(P2)-2KT/AA、1KT/AA-2R/A でも Mant-ADP の添加による蛍光強度の上昇が見られ、
Kdはそれぞれ 0.30 µM、11.0 µM、14.5 µM、25.8 µM、0.71 µM であった (図 3-1.A、
表 3-1)。Mant-ADP を結合した野生型 TClpB に、ADP または ATP を加えると、ヌク
レオチドの交換が起こり、蛍光強度が減少した。この性質を利用して、ADP または ATP
濃度に対する蛍光強度の減少の飽和曲線を描き、野生型 TClpB の ADP または ATP の
Kdを算出した (それぞれ 8.08 µM、31.1 µM) (図 3-1.B, D、表 3-1)。1KT/AA、2KT/AA、
1R/A (P1)-2KT/AA、1R/A (P2)-2KT/AA、1KT/AA-2R/A でも同様の実験を行い、ADP
及び ATP の Kdを算出した (図 3-1.B-E、表 3-1)。その結果、Walker A 変異体と、そ
こにさらにもう一方のドメインに保存 Arg 残基変異を組み合わせた変異体の、各ヌク






3-1-2. ATP 加水分解活性 
 
 保存Arg残基変異体のATP加水分解活性を測定した。3 mM ATP、55°Cの条件下で、
野生型TClpBは60 min－1の速さでATPを加水分解したのに対し、1R/A (P1)、1R/A (P2)、
2R/A はそれぞれ野生型の 19%、17%、3%の加水分解速度であった (図 3-2.A)。カゼイ
ン存在下では、野生型 TClpB の ATP 加水分解活性は 1.7 倍に促進され、保存 Arg 残基
変異体でも同等の促進が見られた (図 3-2.A)。また、1KT/AA、2KT/AA の ATP 加水分
解活性はそれぞれ 3 min－1、1 min－1と大きく低下したが、カゼインによる ATP 加水分
解活性の促進は見られた (図 3-2.B)。しかし、保存 Arg 残基変異と Walker A 変異の組
み合わせ変異体では、カゼインの有無に関わらず、有意な ATP 加水分解活性は確認さ





 ClpB と同じ AAA+タンパク質ファミリーに属している ClpA は、プロテアーゼ活性
を持つ ClpP と結合して ClpAP 複合体として働く。ClpA は不完全な mRNA によって
合成された異常なタンパク質のみを選別し、ClpP へと送り込み、分解する。ClpA の
ClpPとの結合に必要な部分をClpBに移植したBAPは、DnaKシステム非存在下でも、
モデル変性タンパク質であるカゼインを ClpP 内部に送り込み、分解することができる 
[14, 32]。BAP が ClpP 内部に送り込んだ基質タンパク質の分解速度から、BAP の糸通
し活性を見積もることが可能である。BAP に保存 Arg 残基変異を導入した変異体、
BAP-1R/A (P1)、BAP-1R/A (P2)、BAP-2R/A を作製し、糸通し活性を測定した。BAP




光強度が上昇する (図 3-3.A)。55°C、ATP 存在下で、BAP、及び BAP に保存 Arg 残
基変異を組み合わせた変異体のいずれにおいても、FITC-α-カゼインの分解による蛍光
の上昇が検出された (図 3-3.B)。BAP、BAP-1R/A (P1)、BAP-1R/A (P2)、BAP-2R/A の
FITC-α-カゼイン分解の初速度は、それぞれ 0.14 sec－1、0.07 sec－1、0.04 sec－1、   









 ATP と DTT 存在下で G6PDH を熱凝集させ、TDnaK システムと TClpB 野生型、及
び保存 Arg 残基変異体を加えた。その後、55°C で 90 分間インキュベートし、G6PDH
の酵素活性を測定した。野生型 TClpB は熱凝集 G6PDH を 64%回復させることができ
たが、1R/A (P1)、1R/A (P2)、2R/A による回復率は、それぞれ 15%、6%、14%であっ
た (図 3-4.A)。また、熱凝集 α-グルコシダーゼを基質タンパク質として用いた場合、野
生型 TClpB は 50%回復させることができたが、1R/A (P1)、1R/A (P2)、2R/A による回





 TClpB は 55°C、ATP 結合状態、高タンパク質濃度、低塩濃度条件で、安定な 6 量体
構造を形成する [17-23]。HPLC ゲルろ過クロマトグラフィーで分析したところ、55°C、
ATP 存在下、150 mM KCl 条件下では、野生型 TClpB、及び 2R/A は 12.4 分に溶出の
ピークが見られた (図 3-5.A)。しかし、1R/A (P1)、1R/A (P2) は野生型の場合よりもわ
ずかに溶出のピークが遅れ、それぞれ 12.5 分、12.6 分であった (図 3-5.A)。また、TClpB
の 6 量体構造が不安定化する 300 mM KCl 条件下でも、ゲルろ過クロマトグラフィー
で分析したところ、野生型、及び 2R/A の溶出ピークは 12.7 分で、150 mM KCl 条件
下よりも溶出が少し遅れた (図 3-5.B)。一方、1R/A (P1)、1R/A (P2)の溶出ピークは、
それぞれ 13.1 分、13.9 分で、野生型の場合よりも溶出の遅れが大きかった (図 3-5.B)。
これらの結果から、AAA-1 の 2 つの保存 Arg 残基は、TClpB の 6 量体構造の安定化に






 TClpB が 6 量体構造を形成した際、ミドルドメインは 6 量体リングの外側に張り出
している [24, 41]。AAA-1 にヌクレオチドが結合すると、ミドルドメインの Wing-2 は
持ち上がり、Wing-1 は AAA-1 に寄り掛かるように動くことが知られている。このヌク
レオチド結合に依存する構造変化は、6 量体構造を安定化させる [27]。そこで、1R/A 
(P2) の 6 量体構造が不安定である原因が、ミドルドメインの構造変化にあるのかを検
証した。Wing-2の先端にある419番目のAla残基をCys残基に置換した変異体A419C、




蛍光色素である。150 mM KCl 条件下で ATP を添加すると、A419-ABD の蛍光強度は
46%まで低下した (図 3-6.A,G)。また、1KT/AA-A419-ABD の場合では 80%までしか
低下しなかったが (図 3-6.B,G)、1R/A (P2)-A419-ABD では A419-ABD と同等の 49%
まで低下した (図 3-6.C,G)。ADP、または ATPγS を添加した場合でも同様の結果が得
られた (図 3-6.A-C,G)。また、6 量体構造が不安定な 300 mM KCl 条件下でも、全体的
に蛍光強度は低いが、同様の結果が得られた (図 3-6.D-F,H)。  
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3-2. TClpB ヘテロ 6 量体の作製及び活性測定 (副論文 II) 
3-2-1. サブユニット間連結箇所の探索 
 




た。ClpC はアダプター分子である MecA と共に MecA-ClpC 6 量体を形成する (図
3-7.A) [48]。MecA-ClpC はさらに ClpP プロテアーゼと複合体を形成して、ClpC の基
質タンパク質を ClpP 内部に送り込んで分解する。また、MecA-ClpC は、ClpP と複合
体を形成していない場合は、凝集体を脱凝集することもできる [49]。ClpC は 2 つのヌ
クレオチド結合ドメインである D1 と D2 を持ち (図 3-7.B)、それぞれ ClpB の AAA-1
と AAA-2 と高い相同性を持つ [50]。一方、HslU は 6 量体を形成し (図 3-8.A)、HslV
プロテアーゼと複合体を形成して、ATP 依存プロテアーゼとして働く [51]。HslU は I
ドメイン、αβドメイン、αヘリックスドメインから成り (図 3-8.B) [52]、αβドメイン、
及び αヘリックスドメインは、それぞれ ClpB の AAA-2 ラージドメイン、及び AAA-2
スモールドメインと高い相同性を持つ [53]。ClpC 6 量体の結晶構造から、隣接するサ
ブユニットの D1 同士で連結可能な 3 組の候補 (E194 と S400、R199 と Y358、R199
と H361) を見出した (図 3-9.A)。TClpB の AAA-1 でこれらのアミノ酸残基に相当す
る 3 組は、Q184 と A390、R189 と Y348、R189 と H351 であった (図 3-9.B)。これ
らのアミノ酸残基を Cys 残基に置換した変異体である Q184C、R189C、Y348C、H351C、
A390C をそれぞれ作製した。一方、HslU の立体構造情報を用いた探索は、当研究室の
中村が行った [54]。HslU 6 量体の結晶構造から、サブユニット界面に位置する連結候
補のアミノ酸残基 (I29、R36、L40、L358、T361、S407、Y408) を見出した (図 3-10.A)。







 作製した AAA-1 連結変異体、及び AAA-2 連結変異体がジスルフィド結合により連結
2 量体を形成するのかを確認した。各変異体を特定の組み合わせで等モル混合し、ATP
存在下・非存在下で酸化した後、非還元条件下で SDS-PAGE にかけた。その結果、全




AAA-1 連結変異体の場合は、ATP 非存在下の Q184C と A390C の組み合わせが (図
3-11.A)、AAA-2 連結変異体の場合では、ATP 存在下の R576C と A821C の組み合わせ
が (図 3-11.B,C)、最もシフトアップしたバンドの割合が多くなった。次に、このバン
ドが Q184C と A390C、または R576C と A821C のヘテロ 2 量体であることを確認す
るために、連結変異体をそれぞれ単独で酸化した。その結果、混合して酸化した場合と
は異なる位置にバンドが見られたことから (図 3-11.A,D)、Q184C と A390C、R576C
と A821C をそれぞれ組み合わせた場合に生じるバンドはヘテロ 2 量体であることが分
かった。また、Q184C と A390C、及び R576C と A821C のヘテロ 2 量体のバンドを定
量したところ、それぞれ 86%、94%であった。以後、Q184C と A390C のヘテロ 2 量
体を D1 ダイマー、R576C と A821C のヘテロ 2 量体を D2 ダイマーと呼ぶ。 
 
 
3-2-3. D1 ダイマー、D2 ダイマーのゲルろ過分析 
 
 55°C、ATP 存在下、150 mM KCl 条件下で、野生型 TClpB は 12.6 分、D1 ダイマー、
及び D2 ダイマーは 12.5 分に溶出のピークが見られ、いずれも安定な 6 量体を形成し
ていることが分かった (図 3-12.A)。ランニングバッファーの塩濃度を 500 mM KCl に
増やした場合、野生型の溶出ピークは大きく遅れ、13.2 分であった (図 3-12.A)。とこ
ろが、D1 ダイマー、D2 ダイマーの場合は、いずれも 12.8 分で、野生型の場合ほど溶
出は遅れなかった (図 3-12.A)。バッファー中の塩濃度が 800 mM KCl の場合では、野
生型の溶出ピークが 13.7 分でさらに遅れたが、D1 ダイマー、D2 ダイマーではわずか
しか遅れず、いずれも 12.9 分であった (図 3-12.A)。 
 
 
3-2-4. D1 ダイマー、D2 ダイマーの ATP 加水分解活性 
 
 D1 ダイマーと D2 ダイマーの ATP 加水分解活性を、還元剤である TCEP 存在下・
非存在下で 55°C で測定した。非還元条件下での野生型 TClpB、D1 ダイマー、D2 ダイ
マーの ATP 加水分解活性は、それぞれ 46 min－1、36 min－1、27 min－1であった (図
3-12.B)。一方、還元条件下では、野生型の ATP 加水分解活性は 49 min－1で、非還元
条件下とほぼ同等であった (図 3-12.B)。しかし、D1 ダイマーの場合は 50 min－1、D2






3-2-5. D1 ダイマー、D2 ダイマーの脱凝集活性 
 
 還元・非還元条件下で、熱凝集 α-グルコシダーゼを基質タンパク質として、D1 ダイ
マーと D2 ダイマーの脱凝集活性を測定した。還元条件下で、TClpB 野生型は熱凝集 α-
グルコシダーゼの活性を 46%回復させ、D1 ダイマーと D2 ダイマーはそれぞれ 41%、
29%回復させることができた (図 3-12.C)。一方、非還元条件下では、野生型、D1 ダイ
マー、D2 ダイマーは熱凝集 α-グルコシダーゼをそれぞれ 34%、19%、25%回復させた 
(図 3-12.C)。また、基質タンパク質として熱凝集 IPMDH を用いた場合、還元条件下で、
TClpB 野生型、D1 ダイマー、D2 ダイマーはそれぞれ 50%、44%、38%の回復率であ
った (図 3-12.D)。一方、非還元条件下では、野生型、D1 ダイマー、D2 ダイマーは熱
凝集 IPMDH をそれぞれ 48%、32%、34%回復させた (図 3-12.D)。いずれの条件にお




3-2-6. TClpB ヘテロ 6 量体のヌクレオチド結合能 
 
 ヌクレオチドの結合にサブユニット間で協同性があるのかを調べるために、Walker 
A 変異である K204A/T205A (以後 1A と呼ぶ) と K601A/T602A (以後 2A と呼ぶ) を導
入したヘテロ 2 量体を作製した (表 3-2)。例えば、1A 変異サブユニットと 1A と 2A の
両変異を持つサブユニット (以後 12A と呼ぶ) から成る D1 ダイマーは、Q184C/1A と
A390C/12A、または Q184C/12A と A390C/1A の組み合わせで酸化することで作製で
きる (それぞれ 1A*12AD1、12A*1AD1と呼ぶ)。同様に、Q184C/1A と A390C/1A を混
合して酸化することで、1A*1AD1を作製した。1A*12AD1または 12A*1AD1から成る 6
量体の AAA-2 リング内には、野生型ドメインと Walker A 変異ドメインが交互に並ん
だ状態になっている。一方、1A*1AD1から成る 6 量体では、全ての AAA-2 が野生型ド
メインである。もし、AAA-2 へのヌクレオチドの結合がサブユニット間で協同的であ
るならば、1A*12AD1または 12A*1AD1へのヌクレオチドの親和性は、1A*1AD1への親
和性と大きく異なることが予想される。蛍光ヌクレオチド Mant-ADP との親和性 Kd
は、ヘテロ 6 量体に Mant-ADP を加えた際の蛍光強度の上昇を、Mant-ADP の濃度に
対してプロットし、式 (11)でフィッティングすることで算出した。1A*1AD1のKdは0.87 
µMで、12A*1AD1 (2.7 µM) 及び1A*12AD1 (2.3 µM) のKdと同等であった (図3-13.A、
表 3-3)。一方、2A*2AD1 (12 µM) の Kdも、12A*2AD1 (16 µM) 及び 2A*12AD1 (12 µM) 
と同等であった (図 3-13.A、表 3-3)。ADP または ATP の Kd は、ヘテロ 6 量体と
Mant-ADP を共存させた溶液に、ADP または ATP を加え、その蛍光強度の減少を、
ADP または ATP の濃度に対してプロットし、式 (28)でフィッティングすることで算
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出した。その結果、ADP、及び ATP の親和性は Mant-ADP の親和性よりも低いが、
1A*1AD1は 12A*1AD1と 1A*12AD1、2A*2AD1は 12A*2AD1と 2A*12AD1の Kd値と同等
であった (図 3-14.A,C、図 3-15.A,C、表 3-3)。また、D2 ダイマーを用いた場合でも、
D1 ダイマーの場合と Kd 値は異なるが、同様の傾向が見られた (図 3-13.B,D、図
3-14.B,D、図 3-15.B,D、表 3-3)。以上の結果から、TClpB はサブユニットごとに独立
してヌクレオチドを結合することが分かった。次に、ヌクレオチド結合能を測定した






3-2-7. Walker A 変異を含む TClpB ヘテロ 6 量体の ATP 加水分解活性 
 
 単一の Walker A 変異を含むヘテロ 6 量体である 1A*W、W*1A、1A*1A、2A*W、
W*2A、2A*2A を作製し (表 3-2)、それらの ATP 加水分解活性を測定した。1A*1AD1、
2A*2AD1の ATP 加水分解活性は、それぞれ 4.6 min－1、0.6 min－1で、いずれも W*WD1
の 15%以下の活性であった (図 3-17.A)。D2 ダイマーを用いた場合でも同様に、
1A*1AD2、2A*2AD2は、W*WD2の 15%以下の ATP 加水分解活性であった (図 3-17.A)。
また、野生型と Walker A 変異サブユニットから成るヘテロ 6 量体である 1A*WD1、
2A*WD1、W*2AD1、1A*WD2、W*1AD2、2A*WD2の ATP 加水分解活性は、W*W の活
性の 1.8~18%であった (図 3-17.A)。この活性は、Walker A 変異サブユニットのみから
成る 6 量体の活性と同等か、わずかに高かった (図 3-17.A)。一方で、W*1AD1と W*2AD2
は、例外的に野生型の 34%と 33%の ATP 加水分解活性を示した (図 3-17.A)。この値
はそれぞれ 1A*1AD1の約 3 倍、2A*2AD2の約 2 倍に相当する (図 3-17.A)。また、ATP
加水分解活性を測定した Walker A 変異を含む D1 ダイマー、及び D2 ダイマーをゲル





3-2-8. 保存 Arg 残基変異を含む TClpB ヘテロ 6 量体の ATP 加水分解活性 
 
 保存 Arg 残基変異である R322A (以後 1R と呼ぶ) と R747A (以後 2R と呼ぶ) を導
入したヘテロ 2 量体を作製し (表 3-2)、それらの ATP 加水分解活性を測定した。




0.3 min－1、1.2 min－1、5.9 min－1で、いずれも W*W の活性の 22%以下であった (図
3-17.B)。野生型と保存 Arg 残基変異サブユニットから成るヘテロ 6 量体のほとんど 
(1R*WD1、W*1RD1、2R*WD1、W*2RD1、1R*WD2、W*1RD2、W*2RD2) は、W*W の活
性の 1.0 ~ 33%の ATP 加水分解活性を示した (図 3-17.B)。唯一例外的に、2R*WD2は
W*W の 54%の活性を示した (図 3-17.B)。また、保存 Arg 残基変異を含む D1 ダイマ
ー、及び D2 ダイマーをゲルろ過 HPLC にかけた結果、全てのダイマーで 6 量体相当
の位置に溶出のピークが見られた (図 3-16)。 
 
 
3-2-9. Walker B 変異を含む TClpB ヘテロ 6 量体の ATP 加水分解活性 
 
 AAA-1 の Walker B 変異体 E271Q (以後 1B と呼ぶ) 、AAA-2 の Walker B 変異体
E668Q (以後 2B と呼ぶ) は、変異を導入した AAA+モジュールで ATP の加水分解が完
全に阻害される [22]。これらの Walker B 変異を導入したヘテロ 2 量体を作製し (表
3-2)、ATP 加水分解活性を測定した。1B*1BD1、1B*1BD2、2B*2BD1、2B*2BD2の ATP
加水分解活性は、それぞれ 45 min－1、30 min－1、45 min－1、14 min－1で、W*W に近
い活性を示したが、2B*2BD2 の活性は 2B*2BD1 の活性よりも有意に低かった (図
3-17.C)。また、野生型と単一の Walker B 変異サブユニットから成るいずれのヘテロ 6
量体も (1B*W、W*1B、2B*W、W*2B)、W*W と同等の ATP 加水分解活性 (W*W の
66~110%) を示した (図 3-17.C)。12B*12B は、6 量体中の全ての AAA+モジュールに
Walker B変異が導入されているため、ATP加水分解活性は示さなかった (図 3-17.D)。
12B と野生型から成るヘテロ 6 量体 (12B*W、W*12B) の ATP 加水分解活性は、野生
型に対して大きく低下した (W*W の 20~32%) (図 3-17.D)。この 6 量体は、両方のリン
グ内に ATP を加水分解できないドメインを 3 つずつ含んでいるため、野生型ドメイン
の数は 6 個で、野生型 6 量体のちょうど半分になっている。もし、各リング内で ATP
の加水分解が協同的でないならば、12B と野生型から成るヘテロ 6 量体の ATP 加水分
解活性は、野生型の半分になると考えられる。しかし、このヘテロ 6 量体は W*W の活
性の半分以下であったことから (図 3-17.D)、TClpB 6 量体は一方、あるいは両方のリ
ング内で ATP を協同的に加水分解すると考えられる。各リング内の協同性の有無を明
確にするために、単一 Walker B 変異体と二重 Walker B 変異体から成るヘテロ 6 量体 
(12B*1B、1B*12B、12B*2B、2B*12B) の ATP 加水分解活性を測定した。その結果、
これらのヘテロ 6 量体の ATP 加水分解活性は、W*W の活性の 14%以下であった (図
3-17.D)。すなわち、AAA-1、または AAA-2 のみでしか ATP を加水分解できない 2B*2B 
(W*W の 53~123%)、または 1B*1B (W*W の 119~126%) に、それぞれ 1B、または 2B





全てのダイマーで 6 量体相当の位置に溶出のピークが見られた (図 3-16)。 
 
 
3-2-10. Walker A 変異を含む TClpB ヘテロ 6 量体の脱凝集活性 
 
 熱凝集 α-グルコシダーゼを基質タンパク質として、Walker A 変異を含む D1 ダイマ
ーと D2 ダイマーの脱凝集活性を測定した。Walker A 変異を含むいずれの TClpB ヘテ
ロ 6 量体でも、熱凝集 α-グルコシダーゼをほとんど脱凝集できなかった (W*W の
1.1~3.9%) (図 3-18.A)。また、基質タンパク質が熱凝集 IPMDH の場合でも、ほぼ同様
の結果が得られた (W*W の 3.7~6.5%) (図 3-18.B)。 
 
 
3-2-11. 保存 Arg 残基変異を含む TClpB ヘテロ 6 量体の脱凝集活性 
 
 1R*1R と 2R*2R は、熱凝集 α-グルコシダーゼ、及び熱凝集 IPMDH をほとんど回復
させることができなかった (W*W の 0.6~26%) (図 3-18.C,D)。野生型と保存 Arg 残基
変異サブユニットから成る6量体の、両基質タンパク質の脱凝集活性は、W*Wの6~46%
で、部分的に回復させることはできたが、W*Wの半分には至らなかった (図 3-18.C,D)。 
 
 
3-2-12. Walker B 変異を含む TClpB ヘテロ 6 量体の脱凝集活性 
 
 基質タンパク質として熱凝集 α-グルコシダーゼを用いた場合、1B*1B と 2B*2B の脱
凝集効率は W*W の活性の 20~40%であった (図 3-18.E)。野生型と単一 Walker B 変異
サブユニットから成る 6 量体では、W*W の活性の 60~85%回復させることができた。
この活性は、W*W と 1B*1B、または W*W と 2B*2B のほぼ中間的な値であった (図
3-18.E)。また、12B*12B は熱凝集 α-グルコシダーゼをほとんど脱凝集できず (W*W
の 1.1~1.4%)、そこに野生型サブユニットを半分組み込んだ 6 量体である 12B*W と
W*12B でも、わずかしか脱凝集できなかった (W*W の 3.2~6.6%) (図 3-18.E)。熱凝集
IPMDH を基質とする場合、熱凝集 α-グルコシダーゼの場合よりも全体的に脱凝集活性



















表 3-1. TClpB 変異体の各ヌクレオチドの解離定数 
     Kd for Mant-ADP Kd for ADP Kd for ATP 
TClpB     (μM)   (μM)  (μM) 
Wild-type   1.00 ± 0.09   8.08 ±  0.17  31.1 ±  1.7a 
1KT/AA    0.30 ± 0.15   4.36 ±  0.07  30.7 ±  0.4a 
2KT/AA   11.0  ± 1.1   9.44 ±  0.55  56.4 ± 15.9a 
1R/A (P1)-2KT/AA 14.5  ± 0.4  13.5  ±  5.1 133   ± 73 
1R/A (P2)-2KT/AA 25.8  ± 4.9  41.2  ± 24.5  96.4 ± 26.6 
1KT/AA-2R/A    0.71 ± 0.13   8.34 ±  0.37  81.9 ± 29.6 
Mant-ADP の Kdは、図 3-1.A のデータを TClpB 単量体と Mant-ADP が 1:1 で結合す
るモデル (式11) でフィッティングすることで求めた。ADPとATPのKdは、図3-1.B-E
のデータを ADP、または ATP が Mant-ADP と競争的に結合するモデル (式 28) でフ
ィッティングすることで求めた。独立した実験を 3 回行い、標準偏差を示した。a は









表 3-2. 作製した TClpB 連結 2 量体 
アスタリスクは連結された 2 つのサブユニット間のジスルフィド結合を意味する。それ
ぞれの TClpB連結 2量体が、6量体を形成した際の変異ドメインの位置を図で示した。
図では変異を導入したドメインをグレーで示し、Walker A 変異を A、Walker B 変異を
B、保存 Arg 残基変異を R で示した。 
  
Mutation Diagram Mutation Diagram
W*WD1 Q184C*A390C W*1BD1 Q184C*A390C/E271Q
W*WD2 R576C*A821C W*1BD2 R576C*A821C/E271Q
W*1AD1 Q184C*A390C/K204A/T205A 1B*WD1 Q184C/E271Q*A390C
W*1AD2 R576C*A821C/K204A/T205A 1B*WD2 R576C/E271Q*A821C
1A*WD1 Q184C/K204A/T205A*A390C 1B*1BD1 Q184C/E271Q*A390C/E271Q
1A*WD2 R576C/K204A/T205A*A821C 1B*1BD2 R576C/E271Q*A821C/E271Q
1A*1AD1 Q184C/K204A/T205A*A390C/K204A/T205A W*2BD1 Q184C*A390C/E668Q
1A*1AD2 R576C/K204A/T205A*A821C/K204A/T205A W*2BD2 R576C*A821C/E668Q
W*2AD1 Q184C*A390C/K601A/T602A 2B*WD1 Q184C/E668Q*A390C
W*2AD2 R576C*A821C/K601A/T602A 2B*WD2 R576C/E668Q*A821C
2A*WD1 Q184C/K601A/T602A*A390C 2B*2BD1 Q184C/E668Q*A390C/E668Q
2A*WD2 R576C/K601A/T602A*A821C 2B*2BD2 R576C/E668Q*A821C/E668Q
2A*2AD1 Q184C/K601A/T602A*A390C/K601A/T602A W*12BD1 Q184C*A390C/E271Q/E668Q
2A*2AD2 R576C/K601A/T602A*A821C/K601A/T602A W*12BD2 R576C*A821C/E271Q/E668Q
1A*12AD1 Q184C/K204A/T205A*A390C/K204A/T205A/K601A/T602A 12B*WD1 Q184C/E271Q/E668Q*A390C
1A*12AD2 R576C/K204A/T205A*A821C/K204A/T205A/K601A/T602A 12B*WD2 R576C/E271Q/E668Q*A821C
12A*1AD1 Q184C/K204A/T205A/K601A/T602A*A390C/K204A/T205A 12B*12BD1 Q184C/E271Q/E668Q*A390C/E271Q/E668Q
12A*1AD2 R576C/K204A/T205A/K601A/T602A*A821C/K204A/T205A 12B*12BD2 R576C/E271Q/E668Q*A821C/E271Q/E668Q
2A*12AD1 Q184C/K601A/T602A*A390C/K204A/T205A/K601A/T602A 1B*12BD1 Q184C/E271Q*A390C/E271Q/E668Q
2A*12AD2 R576C/K601A/T602A*A821C/K204A/T205A/K601A/T602A 1B*12BD2 R576C/E271Q*A821C/E271Q/E668Q
12A*2AD1 Q184C/K204A/T205A/K601A/T602A*A390C/K601A/T602A 12B*1BD1 Q184C/E271Q/E668Q*A390C/E271Q
12A*2AD2 R576C/K204A/T205A/K601A/T602A*A821C/K601A/T602A 12B*1BD2 R576C/E271Q/E668Q*A821C/E271Q
W*1RD1 Q184C*A390C/R322A 2B*12BD1 Q184C/E668Q*A390C/E271Q/E668Q
W*1RD2 R576C*A821C/R322A 2B*12BD2 R576C/E668Q*A821C/E271Q/E668Q
1R*WD1 Q184C/R322A*A390C 12B*2BD1 Q184C/E271Q/E668Q*A390C/E668Q













































































表 3-3. D1 ダイマー、D2 ダイマーの各ヌクレオチドの解離定数 
     Kd for Mant-ADP Kd for ADP Kd for ATP 
TClpB     (μM)   (μM)  (μM)a 
W*WD1    2.8  ±  0.6  17  ±  2  93 ± 34 
1A*1AD1   0.87 ±  0.17   7.8 ±  0.8  58 ±  1 
12A*1AD1   2.7  ±  1.2  16  ±  2 120 ±  8 
1A*12AD1   2.3  ±  1.1  19  ±  3 180 ± 30 
2A*2AD1  12    ±  5   9.1 ±  2.0 100 ± 38 
12A*2AD1  16    ±  3  17  ±  7 330 ± 86 
2A*12AD1  12    ±  5  18  ± 12 140 ± 66 
W*WD2    3.0  ±  1.2  16  ±  1  80 ±  9 
1A*1AD2   1.6  ±  1.0  12  ±  1 110 ± 16 
12A*1AD2   3.2  ±  0.7  17  ±  3 170 ± 23 
1A*12AD2   2.2  ±  1.1  21  ±  3 140 ± 54 
2A*2AD2  47    ± 15   20  ±  6 180 ± 68 
12A*2AD2  33    ±  4  15  ±  3 180 ± 64 
2A*12AD2  33    ±  9  17  ±  1 250 ± 69 
Mant-ADP の Kdは、図 3-13 のデータを TClpB 単量体と Mant-ADP が 1:1 で結合す
るモデル (式 11) でフィッティングすることで求めた。ADPと ATP の Kdは、図 3-14、
図 3-15のデータを ADP、または ATPがMant-ADPと競争的に結合するモデル (式 28) 
でフィッティングすることで求めた。独立した実験を 3~5 回行い、標準偏差を示した。
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図 3-1. 保存 Arg 残基変異体への Mant-ADPの結合と ADP または ATPの置換滴定 
 A) 55°C でインキュベートした 1 µM TClpB に、様々な濃度になるように
Mant-ADP を逐次添加していき、その都度、励起波長 360 nm における 440 nm の
蛍光強度を測定した。その蛍光強度から、Mant-ADP のみの蛍光強度を差し引いた
値を Mant-ADP の濃度に対してプロットし、式 (11)を用いてフィッティングした。
B-E) 1 µM TClpB と 12.5 µM (B,D)、または 35 µM (C,E) の Mant-ADP を含む溶
液を 55°C でインキュベートし、様々な濃度になるように Mg-ADP (B,C)、または
Mg-ATP (D,E) を逐次添加した。その都度、励起波長 360 nm における 440 nm の







図 3-2. 保存 Arg 残基変異体の ATP 加水分解活性 
 55°C、3 mM ATP 条件下、0.1 mg･mL－1 κ-カゼイン存在下・非存在下で、TClpB
野生型、あるいはその変異体の ATP 加水分解活性を測定した。野生型 TClpB と保
存 Arg 残基変異体は、TClpB 濃度 0.05 µM (A)、Walker A 変異を持つ変異体は 0.25 
µM (B) で測定した。ATP 加水分解活性は、TClpB 単量体のターンオーバー数で示





図 3-3. 保存 Arg 残基変異体の糸通し活性 




することができる。B) 3 µM FITC-α-カゼインを、0.05 µM BAP、0.5 µM TClpP、









図 3-4. 保存 Arg 残基変異体の脱凝集活性 
 A) 0.2 µM G6PDH、3 mM ATP、1 mM DTT を含む溶液を、72°C で 8 分間イン
キュベートし、TDnaK システム (0.6 µM TDnaK、0.2 µM TDnaJ、0.1 µM TGrpE) 
と TClpB 野生型、あるいはその変異体 (0.05 µM) を加えた。55°C で 90 分間イン
キュベートした後、反応溶液中の G6PDH の酵素活性を測定した。縦軸は G6PDH
の回復率で、熱処理前の酵素活性を 100%とした相対値で示した。B) 0.2 µM α-グル
コシダーゼ、3 mM ATP、1 mM DTT を含む溶液を、73°C で 10 分間インキュベー
トし、TDnaK システム (0.6 µM TDnaK、0.2 µM TDnaJ、0.1 µM TGrpE) と TClpB
野生型、あるいはその変異体 (0.05 µM) を加えた。55°C で 90 分間インキュベート
した後、反応溶液中の α-グルコシダーゼの酵素活性を測定した。縦軸は α-グルコシ
ダーゼの回復率で、熱処理前の酵素活性を 100%とした相対値で示した。独立した測
定を 3 回行い、標準偏差をエラーバーとして示した。 
A  G6PDH 




A  150 mM KCl     B  300 mM KCl 
図 3-5. 保存 Arg 残基変異体のゲルろ過分析 
 50 mM MOPS-NaOH, pH 7.5、150 mM (A)、または 300 mM (B) の KCl、5 mM 
MgCl2、2 mM ATP から成るランニングバッファーで平衡化したゲルろ過カラム
TSK G3000SWXL に、1 mg･mL－1 の TClpB 100 µL をアプライし、55°C、0.5      
mL･min－1で溶出させた。TClpB の溶出は、290 nm の吸光度で検出した。分子量





150 mM KCl 
  A  A419-ABD       B  1KT/AA-   C  1R/A (P2)- 
    A419-ABD      A419-ABD 
G  150 mM KCl       H  300 mM KCl 
300 mM KCl 
  D  A419-ABD       E  1KT/AA-   F  1R/A (P2)- 
    A419-ABD      A419-ABD 
図 3-6. 保存 Arg 残基変異体のヌクレオチド依存的なミドルドメインの構造変化 
 A-F) 0.1 mg･mL－1の ABD-F でラベルされた TClpB 変異体、A419-ABD (A,D)、
1KT/AA-A419-ABD (B,E)、1R/A (P2)-A419-ABD (C,F) を、ATP、ADP または
ATPγS 存在下、ヌクレオチド非存在下で 55°C、2 分間インキュベートした後、励起
波長 390 nm における蛍光スペクトルを測定した。(A-C) は反応溶液中の塩濃度が
150 mM KCl の場合、(D-F) は 300 mM KCl の場合の結果を示す。G,H) 励起波長
390 nm における 512 nm の各ヌクレオチド存在下の蛍光強度を、ヌクレオチド非存
在下のときの値を 100%とした相対値で示した。(G) は反応溶液中の塩濃度が 150 











図 3-7. 枯草菌由来 ClpC の立体構造 
 (A) MecA-ClpC 複合体の 6 量体立体構造モデル (PDB : 3PXG)、及び (B) ClpC 単量
体の立体構造モデル (PDB : 3PXI) [55]。N ドメインを緑、D1 ラージドメインを青、


















図 3-8. 大腸菌由来 HslU の立体構造 
 (A) HslU 6 量体の立体構造モデル (PDB : 1DO0)、及び (B) HslU 単量体の立体構造


























図 3-9. ClpC と ClpB のサブユニット界面 
 A) ClpC の D1 ドメインのサブユニット界面の構造、及び B) ClpB の AAA-1 のサ
ブユニット界面の構造。異なるサブユニットの D1 ドメイン、及び AAA-1 を青とシ
アンで示し、連結のための Cys 残基導入場所の候補となるアミノ酸をスティックで






















図 3-10. HslU と ClpB のサブユニット界面 
 A) HslUの αβドメインと隣接するサブユニットの αヘリックスドメインの界面の
構造。B) ClpB の AAA-2 間のサブユニット界面の構造。HslU の αβドメインを赤、
隣接するサブユニットの αヘリックスドメインを黄で示した。また、ClpB の異なる
サブユニットの AAA-2 を赤と黄で示した。いずれも連結のための Cys 残基導入場所
の候補となるアミノ酸をスティックで表示した。HslU の I29 を緑、R36 を青、L40
をピンク、L358 をシアン、T361 を橙、S407 を紫、Y408 をグレーで示した。また、








図 3-11. TClpB 連結変異体のサブユニット間ジスルフィド結合形成の確認 
 様々な組み合わせで TClpB 連結変異体を等モル混合し、3 mM ATP 存在下・非存在
下で、50 µM CuCl2を添加し、55°C で 60 分間インキュベートした。また、Q184C、
A390C、R576C、A821C に関しては、それぞれ単独でもインキュベートした。反応後、
2-メルカプトエタノール非存在下でSDS-PAGEにかけ (6%アクリルアミドゲル)、CBB






A B  ATPase 
C  α-グルコシダーゼ D  IPMDH 
図 3-12. D1 ダイマー、D2 ダイマーの性質 
 A) 150 mM、500 mM、または 800 mM KCl を含むランニングバッファー (50 mM 
MOPS-NaOH, pH 7.5、5 mM MgCl2、2 mM ATP) で平衡化したゲルろ過カラム
TSK G3000SWXL に、1 mg･mL－1 の TClpB 100 µL をアプライし、55°C、0.5      
mL･min－1で溶出させた。TClpB の溶出は、290 nm の吸光度で検出した。B) 55°C、
3 mM ATP、 0.05 µM TClpB、5 mM TCEP 存在下・非存在下で、TClpB の ATP
加水分解活性を測定した。ATP 加水分解活性は、TClpB 単量体のターンオーバー数
で示した。C,D) 5 mM TCEP 存在下・非存在下で、0.2 µM の α-グルコシダーゼ (C)、
または IPMDH (D) と 3 mM ATP を含む溶液を、73°C で 10 分間 (C)、または 89°C
で 30 分間 (D)インキュベートし、TDnaK システム (0.6 µM TDnaK、0.2 µM 
TDnaJ、0.1 µM TGrpE) と TClpB (0.05 µM) を加えた。55°C で 90 分間インキュ
ベートした後、反応溶液中の酵素活性を測定した。縦軸は酵素活性の回復率で、熱
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図 3-13. D1 ダイマー、D2 ダイマーへの Mant-ADP の結合 
 55°C でインキュベートした 1 µM の D1 ダイマー (A)、または D2 ダイマー (B)
に、様々な濃度になるように Mant-ADP を逐次添加していき、その都度、励起波長
360 nm における 440 nm の蛍光強度を測定した。その蛍光強度から、Mant-ADP









図 3-14. D1 ダイマー、D2 ダイマーの Mant-ADP に対する ADP の置換滴定 
 1 µM の D1 ダイマー(A,C)、または D2 ダイマー (B,D) と、12.5 µM (A,C)、ま
たは 35 µM (B,D) の Mant-ADP を含む溶液を 55°C でインキュベートし、様々な濃
度になるように Mg-ADP を逐次添加した。その都度、励起波長 360 nmにおける 440 
nm の蛍光強度を測定し、その蛍光強度を Mg-ADP の濃度に対してプロットし、式 
(28)を用いてフィッティングした。 
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図 3-15. D1 ダイマー、D2 ダイマーの Mant-ADP に対する ATP の置換滴定 
 1 µM の D1 ダイマー (A,C)、または D2 ダイマー (B,D) と、12.5 µM (A,C)、ま
たは 35 µM (B,D) の Mant-ADP を含む溶液を 55°C でインキュベートし、様々な濃
度になるように Mg-ATP を逐次添加した。その都度、励起波長 360 nm における 440 





図 3-16. D1 ダイマー、D2 ダイマーのゲルろ過分析 
 50 mM MOPS-NaOH, pH 7.5、150 mM KCl、5 mM MgCl2、2 mM ATP から成
るランニングバッファーで平衡化したゲルろ過カラム TSK G3000SWXL に、1      
mg･mL－1 の TClpB 100 µL をアプライし、55°C、0.5 mL･min－1で溶出させた。
TClpB の溶出は、290 nm の吸光度で検出した。分子量マーカーから計算した TClpB 











図 3-17. D1 ダイマー、D2 ダイマーの ATP 加水分解活性 
 55°C、3 mM ATP、0.05 µM TClpB 条件下で、TClpB の ATP 加水分解活性を測
定した。(A) は Walker A 変異、(B) は保存 Arg 残基変異、(C,D) は Walker B 変異
を導入した D1 ダイマー、及び D2 ダイマーの ATP 加水分解活性を、それぞれ






図 3-18. D1 ダイマー、D2 ダイマーの脱凝集活性 
 A,C,E) 0.2 µM α-グルコシダーゼ、3 mM ATP を含む溶液を、73°C で 10 分間イ
ンキュベートし、TDnaK システム (0.6 µM TDnaK、0.2 µM TDnaJ、0.1 µM TGrpE) 
と TClpB 連結 2 量体 (0.05 µM) を加えた。55°C で 90 分間インキュベートした後、
反応溶液中の α-グルコシダーゼの酵素活性を測定した。B,D,F) 0.2 µM IPMDH、3 
mM ATP を含む溶液を、89°C で 30 分間インキュベートし、TDnaK システム (0.6 
µM TDnaK、0.2 µM TDnaJ、0.1 µM TGrpE) と TClpB 連結 2 量体 (0.05 µM) を
加えた。55°C で 90 分間インキュベートした後、反応溶液中の IPMDH の酵素活性
を測定した。(A,B) は Walker A 変異、(C,D) は保存 Arg 残基変異、(E,F) は Walker 
B変異を導入したD1ダイマー、及びD2ダイマーの脱凝集活性を、それぞれW*WD1、
及び W*WD2の活性を 100%とした相対値で示した。独立した測定を 3 回行い、標準
偏差をエラーバーとして示した。 
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 ClpB が脱凝集するためには、ATP の結合とその加水分解によって生じる個々のサブ
ユニットの構造変化が必要である。本研究では、こうした構造変化がサブユニット間で
協同的に起こるのかどうかに着目した。そこで、隣接するサブユニットの ATP 結合部
位に近接する保存 Arg 残基の解析と、異なる 2 種のサブユニットが交互に並んだヘテ
ロ 6 量体の解析を行った。 
 
4-1. TClpB の保存 Arg 残基の機能解析 
 
保存 Arg 残基変異と Walker A 変異の組み合わせ変異体である 1R/A (P1)-2KT/AA、
1R/A (P2)-2KT/AA、1KT/AA-2R/A の各ヌクレオチドの解離定数は、それぞれに対応す
る Walker A 変異体である 1KT/AA、2KT/AA とほぼ同等であった。また、保存 Arg 残
基変異と Walker A 変異の組み合わせ変異体の ATP 加水分解活性は、ほとんど失われ
ていた。これらの結果から、保存 Arg 残基はヌクレオチドの結合には関与しないが、
各 AAA+モジュールにおける ATP の加水分解には必須であることが分かった。同様の
結果が、FtsH や p97 などの他の AAA+タンパク質でも報告されている [30, 56-59]。
保存 Arg 残基変異を持つ BAP 変異体は、BAP の 25~50%の速度で FITC-α-カゼインを
糸通しした。一方、保存 Arg 残基変異体の脱凝集活性は、野生型に対して大きく低下
した (野生型の 2~25%)。ClpB の変性タンパク質の糸通し活性と ATP 加水分解活性、
及び糸通し活性と脱凝集活性との間には相関が無いことが知られており [32]、この結
果は保存 Arg 残基が脱凝集過程のうちの糸通し以外の重要な過程に関わっていること
を示唆する。保存 Arg 残基変異体をゲルろ過分析したところ、AAA-1 の 2 つの保存 Arg
残基が TClpB の 6 量体構造の安定化に重要であることが分かった。この結果は、大腸
菌由来 ClpB を用いた過去の報告と一致している [17]。さらに、今回はポジション 1
よりポジション 2 の保存 Arg 残基の方が、6 量体の安定化に大きく寄与することが新た
に分かった。TClpB の結晶構造に見られるように、ポジション 2 の保存 Arg 残基の方
が、隣接するサブユニットに結合したヌクレオチドに近いため [24]、6 量体の安定化に、
より大きく寄与するのかもしれない。AAA-1 に ATP が結合すると、ミドルドメインの
Wing-1 が AAA-1 に接近した構造をとる。この状態では、6 量体構造が安定化すること
が知られている [27]。1R/A (P2) は 6 量体構造がより不安定になる 300 mM KCl 条件
下でも、ATP 依存的なミドルドメインの構造変化が見られた。また、AAA-1 に ADP
が結合すると、同様にミドルドメインの構造は変化するが、この場合は 6 量体構造が不
安定になることが知られている [22, 27]。これらの結果は、ミドルドメインのヌクレオ








4-2. TClpB ヘテロ 2 量体の作製とその機能解析 
 
ClpB 6 量体のサブユニット間の協同性を調べるためには、6 量体中に変異サブユニ
ットを組み込んだヘテロ 6 量体の性質を解析することが有効である。これまでにも、
ClpB の野生型と変異体を混合し、両者が混在するヘテロ 6 量体を作製し、その活性を
測定することで、サブユニット間の協同性が議論されてきた [34-38]。しかし、そうし
て作られたヘテロ 6 量体は、6 量体中の 2 種のサブユニットの比率、及び配置が多様で
あり、さらに野生型のみから成る 6 量体も形成されるため、結果の解釈が困難になって
しまう。そこで、隣接するサブユニット間をジスルフィド結合で特異的に連結した連結
2 量体の作製を試みた。連結 2 量体は異なる 2 種の連結変異体から成るため、6 量体を
形成した際には、2 種の連結変異サブユニットが交互に並ぶことになる。ここで、一方
のサブユニットに別の変異をさらに導入すると、その変異が導入されたサブユニットが
1 つおきに並んだヘテロ 6 量体のみを作製することができる。さらに、両方のサブユニ
ットに異なる変異を導入した場合は、2 種の変異サブユニットが交互に並んだヘテロ 6
量体も作製できる。この連結 2 量体のシステムを用いれば、変異サブユニットの数と並
び方が一定なヘテロ 6 量体を作製できる。TClpB のサブユニット界面を Cys 残基に置
換した変異体を 13 種類作製し、サブユニット間でジスルフィド結合を形成する組み合
わせを探索した。その結果、Q184C と A390C、及び R576C と A821C の組み合わせは、
それぞれ隣接するサブユニット間の AAA-1、及び AAA-2 同士で、効率良くジスルフィ
ド結合を形成することが分かった。この D1 ダイマー、D2 ダイマーは、いずれも安定




非還元条件下で、野生型の 59%の ATP 加水分解活性を示した。しかし、還元剤で D2
ダイマーのジスルフィド結合を切断すると、その活性は野生型の 35%に低下した。こ
の結果は、AAA-2 のサブユニット界面に Cys 残基を導入することで、その界面で立体
障害が起こることを示唆する。しかし、ジスルフィド結合の形成によって、サブユニッ
ト界面の立体障害は部分的に解消されると考えられる。このような立体障害の解消は、








4-3. TClpB へのヌクレオチド結合におけるサブユニット間の協同性の解析 
 
 AAA-1 へのヌクレオチドの結合がサブユニット間で協同的であるのかを、2A*2A と
12A*2A、2A*12A の各ヌクレオチドの Kdを比較することで調べた。サブユニット間に
協同性があれば、AAA-1 リング全てにヌクレオチドが結合できる 2A*2A の Kdは、そ
こにさらに AAA-1 リング内にヌクレオチドが結合できないドメインを 3 つ並びいれた
12A*2A、2A*12A の各ヌクレオチドの Kdと大きく異なると考えられる。しかし、これ
ら3つの連結2量体に対する各ヌクレオチドのKdは、ほぼ一定であった。同様に、AAA-2








4-4. TClpB の ATP 加水分解におけるサブユニット間の協同性の解析 
 
 1A 変異サブユニット、または 2A 変異サブユニットのみから成る 6 量体 (1A*1A、
2A*2A) は、ほとんど ATP を加水分解できなかった。1A のみから成る 6 量体は、AAA-2
リングに 6 個、2A のみから成る 6 量体は AAA-1 リングに 6 個の野生型ドメインがあ
る。これらの 6 量体の野生型ドメインの数を足し合わせると、ちょうど野生型 6 量体の
数と一致する。AAA-1 リング、AAA-2 リングにおける ATP の加水分解が、リングごと
に独立して起こるのであれば、1A*1A と 2A*2A の ATP 加水分解活性を合わせると、
野生型相当になると考えられる。しかし、ATP 加水分解活性を足し合わせても野生型
相当にはならなかったことから、一方のリングへの ATP の結合が、他方のリングにお
ける ATP の加水分解を促進すると考えられる。また、野生型サブユニットと Walker A
変異サブユニットから成るヘテロ 6 量体 (1A*W、W*1A、2A*W、W*2A) の ATP 加
水分解活性も、野生型 6 量体に対して非常に小さかった。この結果から、一方のリング
への ATP の結合が、他方の ATP 加水分解を促進する際、結合する ATP の数は 3 つで




する [34]。保存 Arg 残基変異と Walker B 変異は、いずれも変異を導入した AAA+モ
ジュールでの ATP の加水分解を阻害する。1R 変異サブユニット、または 2R 変異サブ
ユニットのみから成る 6 量体 (1R*1R、2R*2R) の ATP 加水分解活性は、野生型のお
よそ 20%以下であった。しかし、1B 変異サブユニット、または 2B 変異サブユニット
のみから成る 6 量体 (1B*1B、2B*2B) の活性は、野生型の半分以上であった。1B 変
異サブユニット、または 2B 変異サブユニットのみから成る 6 量体中の ATP を加水分
解できるドメインの数は、野生型 6 量体の半分である。すなわち、ATP を加水分解で
きるドメインの数が半分になると、その ATP 加水分解活性も半分かそれ以上を示した。
この Walker B 変異体の結果は、一方のリングでの ATP の加水分解を促進するために
は、もう一方のリングでの ATP の加水分解は必要ないことを示している。一方、保存
Arg 残基は、隣接するサブユニットに結合した ATP の加水分解に必須であるだけでな
く、隣のサブユニットに ATP が結合したことを感知し、自身のサブユニットの構造変
化につなげる役割があるとも考えられている [28, 30]。1R、または 2R 変異サブユニッ
トのみから成る 6 量体では、それぞれ AAA-2、または AAA-1 リングは全て野生型ドメ
インである。しかし、この 1R、または 2R 変異サブユニットのみから成る 6 量体は、
ほとんど ATP を加水分解できなかった。この結果は、ATP が結合したリング内の保存
Arg 残基を介したサブユニット間相互作用が、他方のリングでの ATP 加水分解を促進
するために必須であることを示唆している。また、野生型サブユニットと保存 Arg 残
基変異サブユニットから成るヘテロ 6 量体 (1R*W、W*1R、2R*W、W*2R) の ATP
加水分解活性も、野生型6量体に対して大きく低下していた (野生型のおよそ30%以下)。
この結果から、一方のリングの保存 Arg 残基 3 つだけでは、他方のリングの ATP 加水
分解を促進できないと考えられる。 
 野生型サブユニットと12B変異サブユニットが交互に並んだヘテロ6量体 (12B*W、
W*12B) は、両リングに ATP を加水分解できないドメインを 3 つずつ含んでいる。ATP
の加水分解がサブユニット間で協同的でないならば、ATP 加水分解活性は野生型ドメ
インの数に比例して変化すると考えられる。このヘテロ6量体のATP加水分解活性は、
野生型のおよそ 30%以下で、著しく低かった。この結果は、TClpB 6 量体は一方、あ
るいは両方のリング内で ATP を協同的に加水分解することを示唆する。各リング内の
協同性の有無を明確にするため、12B 変異サブユニットと 1B 変異サブユニット 
(12B*1B、1B*12B)、及び 12B 変異サブユニットと 2B 変異サブユニットから成るヘテ
ロ 6 量体 (12B*2B、2B*12B) の ATP 加水分解活性を測定した。2B 変異サブユニット
のみから成る 6 量体と、12B 変異サブユニットと 2B 変異サブユニットから成るヘテロ
6 量体は、いずれも AAA-1 リングのみでしか ATP を加水分解できない。AAA-1 リン





12B*2B、及び 2B*12B の活性はほとんど失われていた。同様に、AAA-2 リング内での
協同性は、1B*1B と 12B*1B、1B*12B の ATP 加水分解活性を比較することで調べた。
その結果、1B*1B は野生型相当の ATP 加水分解活性を示したのに対し、12B*1B と
1B*12B は活性がほとんど失われていた。以上の結果から、TClpB のそれぞれのリング
内では、ATP を協同的に加水分解することが示唆される。 
 これまでの結果をまとめると、TClpB 6 量体の ATP 加水分解サイクルは次のように
進む。まず、(i) 12 個ある AAA+モジュールに、ランダムに ATP が結合する。(ii) 1 つ
のリングに 4 つかそれ以上の ATP が結合し、保存 Arg 残基を介したドメインの構造変
化がリング内に及んだ後、他方のリングを ATP 加水分解活性の高い、活性化状態へと
変化させる。(iii) 活性化状態のリング内では、協同的に ATP を加水分解する (図 4-1)。
ATP の加水分解は、Walker B モチーフのグルタミン酸によってプロトンが引き抜かれ
た水分子が、ATP の γ-リン酸を求核攻撃することで起こると考えられている [61]。活
性化状態の AAA+モジュールは、Walker B モチーフ、水分子、ATP の γ-リン酸の位置
関係が、通常よりも接近した状態になることで、加水分解反応が起こりやすくなってい
るのかもしれない。最近、熱量計を用いた滴定実験によって、大腸菌由来 ClpB の 6 量
体では、それぞれのリングには同時に 4 つしか ADP が結合しないことが示されている 
[62]。この結果を合わせて考えると、一方のリングに 4 つの ATP が結合することで、
もう一方のリングが活性化される可能性が高い。TClpB とは対称的に、大腸菌 ClpB、
出芽酵母 Hsp104 では、Walker B 二重変異サブユニットを、野生型 6 量体中に組み込
むと、ATP 加水分解活性が増加する [35-38]。これらのタンパク質には、ATP 加水分
解サイクルモデルのステップ (iii) は当てはまらないことになる。一方で Walter らの
グループは、単一、及び二重 Walker B 変異サブユニットを様々な比率で混合し、その
ATP加水分解活性を測定することで、出芽酵母由来のHsp104のAAA-1リング内では、
ATP の加水分解が協同的に起こることを明らかにした [37]。大腸菌 ClpB や出芽酵母




化するものがあった。例えば、W*1AD1の ATP 加水分解活性は、1A と野生型から成る
他のヘテロ 6 量体よりも高かった。同様に、2R*WD2の ATP 加水分解活性も、2R と野
生型から成る他のヘテロ 6 量体よりも高かった。これらの連結 2 量体では、ジスルフィ
ド結合がヌクレオチド結合ポケットの近傍に形成されるため、導入した変異の影響の一
部が、ジスルフィド結合によって軽減されているのかもしれない。しかし、いずれの場





の約 2 倍高かった。ジスルフィド結合で連結していない 2B 変異体は 14 min－1の速さ
で ATP を加水分解し、その活性は 2B*2BD2と同等であった。2B*2BD1と 2B*2BD2の




4-5. TClpB の協同的な ATP の加水分解と脱凝集活性との関係 
 
Walker A 変異サブユニット、保存 Arg 残基変異サブユニット、及び Walker B 二重
変異サブユニットのみから成る 6 量体 (1A*1A、2A*2A、1R*1R、2R*2R、12B*12B)、
Walker A 変異サブユニット、または Walker B 二重変異サブユニットと野生型サブユ
ニットから成るヘテロ 6 量体 (1A*W、W*1A、2A*W、W*2A、12B*W、W*12B) は、
いずれも凝集体をほとんど再生できなかった。これらの 6 量体には、協同的に ATP を
加水分解できるリングが 1 つもない。一方、単一の Walker B 変異サブユニットと野生
型サブユニットから成るヘテロ 6 量体は、凝集体を有意に回復させることができた (野
生型の 60%以上)。このヘテロ 6 量体では、変異を持たないリング内では協同的に ATP
を加水分解できる。これらの結果は、凝集体を効率良く脱凝集するためには、少なくと
も 1 つのリング内では ATP を協同的に加水分解する必要があることを示唆する。この
例外として、保存 Arg 残基変異サブユニットと野生型サブユニットから成るヘテロ 6
量体の中に、凝集体を有意に再生できるものがあった。これは、保存 Arg 残基が担う
サブユニット間相互作用の役割を、別のアミノ酸がある程度補うことで、協同的な ATP
の加水分解が一部維持されたからかもしれない。1B*1B の ATP 加水分解活性は、野生
型よりも少し高いにも関わらず、野生型の 20~40%しか脱凝集できなかった。この結果
は、ATP 加水分解活性と脱凝集活性との間には相関が無いことを示唆する。脱凝集活
性は、単一の Walker B 変異サブユニットのみの 6 量体、単一の Walker B 変異サブユ
ニットと野生型サブユニットから成るヘテロ 6 量体、野生型サブユニットのみの 6 量体
の順に高くなった。さらに、このヘテロ 6 量体は野生型サブユニットのみの 6 量体と、
単一 Walker B 変異サブユニットのみの 6 量体の、ちょうど中間の値であった。このこ
とから、協同的に ATP を加水分解できるリングが 1 つ以上ある場合、TClpB の脱凝集
活性は、ATP を加水分解できる AAA+モジュールの数と相関するのかもしれない。 
 
 
4-6. D1 ダイマー、D2 ダイマーのゲルろ過分析 
 




は、TClpB 6 量体よりも分子量の大きな位置に溶出のピークが見られた。これらの 6
量体は、球状では無い、あるいは 6 量体以上のオリゴマーを形成していると考えられる。







図 4-1. TClpB 6 量体の ATP 加水分解サイクルモデル 







と考えられている。その際、サブユニット当たり 2 つ、合計 12 個の ATP 加水分解ド
メインで、ATP を結合・加水分解し、個々のサブユニットの構造を変化させることで、
ポリペプチド鎖を引き抜くという機械的な力を生じさせている。このような複雑な機能
を発揮するために、ClpB の 6 つのサブユニットは一斉、あるいは連続的に構造を変化
させると考えられているが、その詳細は分かっていない。本研究では、ClpB のサブユ
ニット間にはどのような協同性があり、脱凝集反応にどう関わるのかを明らかにする。 
 まず、AAA+タンパク質ファミリーに高度に保存されている Arg 残基の役割を調べた。
この保存 Arg 残基は、隣接するサブユニットの ATP 結合部位に近接しており、相互作
用することで、隣のサブユニットでの反応や構造変化に関与すると考えられる。保存
Arg 残基を Ala 残基に置換し、様々な活性の解析を行った結果、保存 Arg 残基は ATP
の結合に関与しないが、その加水分解には必須であることが分かった。また、AAA-1




き起こすことが示唆された。一方で、連結 2 量体を用いたヘテロ 6 量体の解析により、
ATP は ClpB の各サブユニットにランダムに結合することが分かった。また、1 つのリ
ングに 4 つ以上の ATP が結合することで、他方のリングを ATP 加水分解活性の高い、
活性化状態へと遷移させることも明らかになった。この活性化には、ATP の結合だけ
でなく、保存 Arg 残基も関与していた。さらに、活性化状態のリングでは、ATP が協
同的に加水分解されることを見出した。また、脱凝集には協同的に ATP を加水分解す
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